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© TNF-bindende Proteine. 

9 

^ © Die vorliegende Erfindung betrifft nichtlosliche Proteine sowie losliche Oder nichtlosliche Fragmente davon, 
CO die TNF binden, in homogener Form, sowie deren physilogisch vertraglichen Salze. insbesondere solche 
<0 Proteine mit einem Molekulargewicht von etwa 55 Oder 75 kD (nichtreduzierende SDS-PAGE-Bedingungen), 
^ Verfahren zur Isoiierung solcher Proteinen Antikorper gegen solche Proteine. DNA-Sequenzen, die fur nichtlosli- 
^ che Proteine sowie losliche oder nichtlosliche Fragmente davon, die TNF binden, kodieren, wie solche, die fur 
*7 Proteine kodieren, die zum einen Teil aus einem loslichen Fragment das TNF bindet und zum anderen Teil aus 
alien Domanen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Kette humaner Immunglobuline bestehen 
O und die davon kodierten rekombinanten Proteine wie Verfahren zur deren Herstellung mittels transformierter pro- 
n wie eukaryotischer Wirtszellen. 
LU 
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TNF-BINDENDE PROTEINE 



Tumor Nekrosis Faktor a (TNFa, auch Cachectin), auf Grund seiner haemorragisch-nekrotisierend n 
Wirkung auf bestimmte Tumoren entdeckt, und Lymphotoxin (TNFfl) sind zwei nahe verwandte Peptidfakto- 
ren [3] aus der Klasse der Lymphokine/Cytokine, die im foigenden beide als TNF bezeichnet werden [siehe 
Uebersichtsarbeiten 2 und 3]. TNF verfugt uber ein breites zellulares Wirkungsspektrum. Beispielsweise 

5 besitzt TNF inhibierende oder cytotoxische Wirkung auf eine Reihe von Tumorzelllinien [2,3], stimuliert die 
Proliferation von Fibroblasten und die phagozytierende/cytotoxische Aktivitat von myeloischen Zeilen 
[4,5,6], induziert Adhasionsmolekule in Endothelzelien oder ubt eine inhibierende Wirkung auf Endothel aus 
[7,8.9,10], inhibiert die Synthese von spezifischen Enzymen in Adipozyten [11] und induziert die Expression 
von Histokompatibilitatsantigenen [12]. Manche dieser TNF-Wirkungen werden Qber eine Induktion von 

10 anderen Faktoren oder durch synergistische Effekte mit anderen Faktoren, wie beispielsweise Interferonen 
oder Interleukinen erzielt [13-16]. 

TNF ist bei einer Reihe von Pathologischen Zustanden, beispielsweise SchockzustSnden bei 
Meningococcen-Sepsis [17], bei der Entwicklung von Autoimmun-Glomerulonephritis bei Mausen [18] oder 
bei cerebraler Malaria bei Mausen [19] und beim Menschen [41] involviert. Ganz allgemein scheinen die 

75 toxischen Wirkungen von Endotoxin durch TNF vermittelt zu sein [20]. Weiterhin kann TNF wie lnterleukin-1 
Reber auslosen [39]. Auf Grund der pleiotropen funktionellen Eigenschaften von TNF kann man annehmen, 
dass TNF in Wechselwirkung mit anderen Cytokinen bei einer ganzen Reihe weiterer pathologischer 
Zustande als Mediator von Immunantwort, Entziindung oder anderen Prozessen beteiligt ist. 

Diese biologischen Effekte werden durch TNF uber spezifische Rezeptoren vermittelt, wobei nach 

20 heutigem Wissensstand sowohl TNFa wie TNF0 an die gleichen Rezeptoren binden [21]. Verschiedene 
Zelltypen unterscheiden sich in der Anzahl von TNF-Rezeptoren [22,23,24]. Solche ganz allgemein 
gesprochen TNF-bindenden Proteine (TNF-BP) wurden durch kovalente Bindung an radioaktiv markiertes 
TNF nachgewiesen [24-29], wobei die fol enden scheinbaren Molekulargewichte der erhaltenen TNF/TNF- 
BP-Komplexe erm'rttelt wurden: 95/100 kD und 75 kD [24], 95 kD und 75 kD [25], 138 kD, 90 kD, 75 kD und 

25 54 kD.[26]. 100±5 kD [27], 97 kD und 70 kD [28] und 145 kD [29]. Mittels anti-TNF-Antikorper- 
Immunoaffinitatschromatographie und praparativer SDS-Poiyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) konn- 
te ein solcher TNF/TNF-BP-Komplex isoliert werden [27]. Die reduktive Spaltung dieses Komplexes und 
anschliessende SDS-PAGE-Analyse ergab mehrere Banden, die allerdings nicht auf TNF-Bindeaktivitat 
getestet wurden. Da die spezifischen Bedingungen, die zu der Spaltung des Komplexes verwendet werden 

30 mUssen, zur Inaktivierung des Bindeproteins fQhren [31], ist letzteres auch nicht moglich gewesen. Die 
Anreicherung von loslichen TNF-BP aus dem humanen Serum oder Urin mittels lonenaustauscher- 
Chromatographie und Gelfiltration (Molekulargewichte im Bereich von 50 kD) wurde von Olsson et al. 
beschrieben [30], 

Brockhaus et al. [32] erhielten durch TNFa-Ugandenaffinrtatschromatographie und HPLC aus Membran- 
35 extrakten von HL60-Zellen eine angereicherte TNF-BP-Praparation, die wiederum als AntigenprMparation zur 
Herstellung von monoklonalen Antikorpern gegen TNF-BP verwendet wurde. Unter Verwendung eines 
solchen immobilisierten Antikorpers (Immunaffinitatschromatographie). wurde mittels TNFa-Ligandenaffini- 
tatschromatographie und HPLC von Loetscher und Brockhaus [31 ] aus einem Extrakt von humaner Placenta 
eine angereicherte Preparation von TNF-BP erhalten, die in der SDS-PAGE-Analyse eine starke breite 
40 Bande bei 35 kD, eine schwache Bande bei etwa 40 kD und eine sehr schwache Bande im Bereich 
zwischen 55 kD und 60 kD ergab. Im ubrigen zeigte das Gel im Bereich von 33 kD bis 40 kD einen 
Proteinhintergrundschmier. Die Bedeutung der so erhaltenen Proteinbanden war jedoch im Hinblick auf die 
Heterogenitat des verwendeten Ausgangsmaterials (Placenta-Gewebe; vereinigtes Material aus mehreren 
Placenten) nicht klar. 

45 Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind nichtlosliche Proteinen d.h. beispielsweise Membranprotei- 
ne bzw. sogenannte Rezeptoren, und losliche oder nichtlosliche Fragmente davon. die TNF binden (TNF- 
BP), in homogener Form, sowie deren Physioiogisch vertragliche Salze. Bevorzugt sind solche Proteine, die 
gemass SDS-PAGE unter nicht reduzierenden Bedingungen durch scheinbare Molekulargewichte von etwa 
55 kD, 51 kD, 38 kD, 36 kD und 34 kD bzw. 75 kD und 65 kD charakterisiert sind, insbesonders solche mit 

so etwa 55 kD und 75 kD. W iterhin bevorzugt sind solche Protein , di durch wenigstens ein der folg nden 
Aminosaureteilsequenzen gekennzeichnet sind: 

(IA) Leu-Vat-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-^ 
X-Asn-Ser-lle 

(IB) Ser-Thr-Pro-Glu-Lys-Giu-Gly-Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys 

(IIA) Ser-Glr^Leu-Glu-Thr-PrchGlu-Thr-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr-Glu-Glu-Lys-Pro-Leu 
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(HE) Ue-X-Pro-Gly-Ph -Gly-Val-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu 
(IIF) Leu-Cys-Ala-Pro 



TO 



/5 



20 



25 



S "SEZSSSS^^ — * * einen - inosaurerest steht - der 

nichteindeutig bestimrnt werden , konnte. N . terminale jeilsequenz charakterisiert worden 

lm Stand der Techn.k s.nd bererts TNF-B P dur *i erne n Term h ^ ^ 

tion der aus dem Stand aer lecnnm o-hrftta im Rahmen der zu losenden Aufgabe 

erfindungsgemassen Verfahrens essentieIN wobe. e,nzene ^^STdTAnnfc^ von TNF- 
modifiziert und verbessert warden. So ^•"■J^TZ^ 

BP aus humaner Placenta [31] verwendete ^^j^^^^^^yonflule verwendet wur- 
nietschromatographie-Schritt dadurch abgeandert. 1^^^^ m Reihe mit der Immunaffinitats- 
de. Diese Vorsaule wurde zum Auftrag des Zel - ^^^^ JS^ wurden die beiden 

sich dadurch aus, dass ein Medium, welches IQr d.e speafischen ™un*se beschriebenen 
Zurich to b*ffl die vo*wndo 6*nd»g ^^J^ teispWsw.is. ONA-Sequen- 

45 kodieren. aiiflltache Varianten, sondern auch solche 

Das heisst. dass von uT Add^onen von einem oder 

DNA-Sequenzen umfasst sind. die sich durcn A_„ onzen eraeben wobei es sich bei den davon 

s= ^^^^^^^ — **— — - 

so ergibt * beispieisweise in Science 248 1019-1023, (1990) J-Jj*^ ejnem scheinbaren 

Bevorzugt sind einma. soiche DN ^ uenz ^ W ^^ besonders 
Molekulargewicht von etwa 55 kD kod.eren. wobe, '^^3 n V^rso?<^n7roteinen kodieren. 
bevorzugt ist wie Sequenzen. die tOr ""J 10 ?*^ kodiert - reicht V0 " 

Eine DNA-Sequenz. die beispieisweise fur em '^^^^^J, di f0r iSsliche Protein- 

55 Nukleotid -185 bis 1122 der in von Nukleotid -14 bis 

Fragmente kodieren. sind beispielswe.se solche die ^ Nukleotid DNA . S equenzen, die filr ein 

633 der in Abbildung 1 gezeigten Sequenz \^J^^^^M PartieMe cDNA-Sequenz n 
Protein von etwa 75/65 kD kodieren. wobe. solche. die di in Figur 4 darg stem 
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erttafen. bevorzugt sind. Besonders bevorzugte DNA-Sequenzen sind in dies m Fall die Sequenzen des 

Kif A • " 02 9Uf 4 k0di8rt - WObei die 9eri"gfugigen Abweichungen der experimental 
5 hchkert auf der genngeren Auflosung d r Gasphasen-Sequenzierung beruhen. Bevorzugt sind auch DNA- 
8 " ,Cht,6s,iche wie ,6s,ich ° ^agmente von TNF-bindenden Proteinen nS Snem Theinte- 
auf r^nd^T^ 75 rT 5 k ° k0dieren - DNA "^-en fur seiche K^^Z^S^n 
auf Grund der Hydroph.l,eprofile der von den fur solche nichtloslichen TNF-BP kodierenden NukteinsaLT 
sequenzen abgeleiteten Aminosauresequenzen bestimmt werden Koa.erenaen Nuklemsaure- 

10 „ m f D ' e &fi ?! 9 , beW,t weiterhin DN A-Sequenzen. die eine Kombination aus zwei Teil-DNA-Sequenzen 

SSZ^iZ^T^T S ° tehe ,5S "' Chen Fra9mente Wn "IcNB^^^lSrSS 
konstani» a ^ die an * re Te ^^- «r alle Domanen ausser der ersten Domane der 

konstanten Reg.on der schweren Kette von humanen Immunglobulinen. wie IgG. IgA. IgM bzw IqE kSert 

» ^ "pTTI^ 9 b * lnt nat0r,ich auch die ™ «**•" DM^L^LiSh^^!^ 

2 h T Se,bs ! verst3ndlich sind <*••■ auch solche Proteine umfasst. I deren AmSuSeZe^ 

?SS'S b ST T 98 " 656 ' Amin ° SaUren 80 aUS 9 etauscM w ° r *> n sXa s d2 rch 
dn Akbv.tat der TNF-BP oder deren Fragmente, namlich die Bindung von TNF oder die Wechselwirkunq 

Tr^ S, 9 nalllbertra 9 un 9 "^iligten Membrankomponenten. in einer gevvunschte EtSS 

,„ S S f^? WUrd6a ^'"^aureaustausche in Proteinen und Peptiden. die im IllgemeSen die 
20 Akt.v,tat solcher MolekUle nicht verandern, sind im Stand der Technik bekannt und beLS^sTvon H 

14) beschneben D.e am haufigsten vorkommenden Austausche sind: Ala/Ser, Val/lle Asp/Glu Tnr/Ser 
Ala,Gly. Ala/Thr. Ser/Asn. Ala/Val. Ser/Gly, Tyr/Phe. Ala/Pro. Lys/Arg. Asp/Asn Leu/li Teu^' AlS' 
Asp/Ofy, sowie solche in umgekehrter Weise. Die vorliegende Emndung ^trimTrner^l^n d,e' 
erflndungsgemasse DNA-Sequenzen enthalten und zur Transformation von geeigneten Z wTe^rvofr 
schen Wirtssystemen geeignet sind. wobei solche Vektoren bevorzugt sind deren VeZriwTl 
Egression der von den erfindungsgemassen DNA-Sequenzen kodierten Proteine fShrScSSsS betS 
*e vorhegende Erfindung auch noch mit solchen Vektoren transformierte Pro- wie e^Se^S 
T^'sZZTrT HerSte J ,U " 9 ^""^emassen rekombinanten VWnduSJSSSS- 

^T de i n sz:zz Msende ,so,ierun9 dieser vert)indun ^ - de " ~ 

dies? TNF-Bp" Zr^rZ^ f***" P*™*""**" die wenigstens eines 

dieser TNF BP oder Fragmente davon, gewunschtenfalls in Verbindung mit weiteren pharcnazeutisch 

as SUbSten2en Und/0def therapeutschlertrag.ichen " CSSS 

Die vorliegende Erfindung betrifft schliesslich die Verwendung solcher TNF-BP einerseite zur Herstel- 
Zn%Z7T£o^ e ^ " - ^ so,Sn 

Ausgangsmaterial fOr die erfindungsgemassen TNF-BP sind ganz allgemein Zellen die solche TNF-BP 
lichTr^ ^ ran 9f unde 7 Fo "« en*alten und die dem Fachmann ohne ichrankungen H£Z ngZ 

col %?«r e ?!S?rr HL6 °" fATCC Nr - CCL 240L u " 7 - [atcc Nr - crl "A sw «7!iS?2 

sSdefL^n f^f h [ATCC c Nr - CCL 231 DfeS6 Zel,6n k6nnen nach bekatnten ZhooS ^des 
HLgS-IZ JfZ -VI 2 9r 2Um Erae ' en h ° her ZelldiChten nach dem bereit s a"9emein und im Detail fur 

Me^ des IS! de^SrTr rfahr8n ^ Werdea TNF - BP k6nn "" dann " ach 

Be.sp.el 1. verwendet werden. Zur Gewinnung der erfindungsgemassen TNF-BP konnen die qenere7z?r 
Rem.gung von Proteinen insbesondere von Membranproteinen. verwendeten MethoZdeL S^dS d e 
un^ fs^Z^ ^ '^^^hromatographie. Gelfiltration, AffinitatschromatSra^e HPLC 

TNF B? G m^t T " I, beV ° rZU9te Mrthod " ZUr Herst ,,un 9 erfindunSgemass r 
TNF BP s nd Affinaatechromatograph.e, .nsb sondere mit TNF-a als an die Festphase gebundenen IJoan- 
den und Immunaffinrtatschromatographie. HPLC und SDS-PAGE. Die ElufloTvm Ste SDS^PAGE 

m,tte. S Elektroeluton nach Hunkapiller t al. [34], wobei nach heutigem Stand des ^^"0^ 
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angegebenen Elektro-Dialysezeiten generell zu verdoppeln sind. Danach noch verbleibende Spur n von 
SDS konnen dann gemaiss Bosserhoff et al. [50] entfernt werden. 

Di so gereinigten TNF-BP konnen mittels der im Stand der Technik bekannten Methoden der 
Peptidchemi , wis beispielsweise N-terminale Aminosauresequenzierung Oder enzymatische wie chemische 
5 Peptidspaltung charakterisiert werden. Durch enzymatische Oder chemische Spaltung erhaltene Fragmente 
konnen nach gangigen Methoden, wie beispielsweise HPLC. aufgetrennt und selbst wieder N-terminal 
sequenziert werden. Solche Fragmente, die seibst noch TNF binden, konnen mittels der obengenannten 
Nachweismethoden fur TNF-BP identifiziert werden und sind ebenfails Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung. 

10 Ausgehend von der so erhaltlichen Aminosauresequenzinformation Oder den in Figur 1 wie Figur 4 
dargestellten DNA- wie Aminosauresequenzen kcSnnen unter Beachtung der Degeneration des genetischen 
Codes nach im Stand der Technik bekannten Methoden geeignete Oligonukleotide hergestellt werden [51]. 
Mittels dieser konnen dann wiederum nach bekannten Methoden der Molekularbiologie [42,43] cDNA- oder 
genomische DNA-Banken nach Klonen, die fur TNF-BP kodierende Nukleinsauresequenzen enthalten. 

75 abgesucht werden. Ausserdem kcJnnen mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) [49] cDNA-Fragmente 
kloniert werden, indem von zwei auseinanderliegenden, relativ kurzen Abschnitten der Aminosauresequenz 
unter Beachtung des genetischen Codes vollstandig degenerierte und in ihrer Komplementaritat geeignete 
Oligonucleotide als "Primer'' eingesetzt werden, wodurch das zwischen diesen beiden Sequenzen liegende 
Fragment amplifiziert und identifiziert werden kann. Die Bestimmung der Nukleotidsequertz eines derartigen 

20 Fragmentes ermoglicht eine unabhangige Bestimmung der Aminos3ure-Sequenz des Proteinfragments, fur 
das es kodiert Die mittels der PCR erhaftlichen cDNA-Fragmente konnen ebenfails, wie bereits fQr die 
Oligonukleotide selbst beschrieben, nach bekannten Methoden zum Aufsuchen von fQr TNF-BP kodierende 
Nukleinsauresequenzen enthaltenden Klonen aus cDNA- bzw. genomische DNA-Banken verwendet werden. 
Solche Nukleinsauresequenzen konnen dann nach bekannten Methoden sequenziert werden [42]. Aufgrund 

25 der so bestimmten wie der fur bestimmte Rezeptoren bereits bekannten Sequenzen k6nnen solche 
Teilsequenzen. die fur losiiche TNF-BP-Fragmente kodieren, bestimmt und mittels bekannter Methoden aus 
der Gesamtsequenz herausgeschnitten werden [42]. 

Die gesamte Sequenz oder solche Teilsequenzen konnen dann mittels bekannter Methoden in im Stand 
der Technik beschriebene Vektoren zu deren Vervielfaltigung wie Expression in Prokaryoten integriert 

30 werden [42]. Geeignete Prokaryotische Wirtsorganismen stellen beispielsweise gram-negative wie gram- 
Positive Bakterien, wie beispielsweise E. coli Stamme, wie E. coli HB 101 [ATCC Nr. 33 694] oder E. coli 
W3110 [ATCC Nr. 27 325] oder B. subtilis Stamme dar. 

Weiterhin konnen erfindungsgemasse Nukleinsauresequenzen, die fur TNF-BP sowie fUr TNF-BP- 
Fragmente kodieren, in geeignete Vektoren zur Vermehrung wie Expression in eukaryotischen Wirtszellen, 

35 wie beispielsweise Hefe, Insekten- und Saugerzellen, mittels bekannter Methoden integriert werden. 
Expression solcher Sequenzen erfolgt bevorzugt in SSuger- wie Insektenzeilen. 

Ein typischer Expressionsvektor fur Saugerzellen enthalt ein effizientes Promotorelement, urn eine gute 
Transkriptionsrate zu erzielen, die zu exprimierende DNA-Sequenz und Signale fUr eine effiziente Termina- 
tion und Polyadenylierung des Transkripts. Weitere Elemente, die verwendet werden konnen, sind 

40 "Enhancer", welche zu nochmals verstarkter Transkription fOhren und Sequenzen, weiche z.B. eine langere 
Halbwertszeit der mRNA bewirken konnen. Zur Expression von Nukleinsauresequenzen, denen das endo- 
gene fur ein Signalpeptid kodierende Sequenzstuck fehlt, konnen Vektoren verwendet werden, die solche 
geeignete Sequenzen, die filr Signalpeptide von anderen bekannten Proteinen kodieren, enthalten. Siehe 
beispielsweise der von Cullen, B.R. in Cell 46 , 973-982 (1986) beschriebene Vektor pLJ268 oder auch bei 

45 Sharma, S. et al. in "Current Communications in Molecular Biology", edt. by Gething, M.J., Cold Spring 
Harbor Lab. (1985), Seiten 73-78. 

Die meisten Vektoren, die fUr eine transiente Expression einer bestimmten DNA-Sequenz in Saugerzel- 
len verwendet werden, enthalten den Replikationsursprung des SV40 Virus. In Zellen, die das T-Antigen des 
Virus exprimieren, (z.B. COS-Zellen), werden diese Vektoren stark vermehrt. Eine vorObergehende Expres- 

so sion ist aber nicht auf COS-Zellen beschrSnkt. Im Prinzip kann jede transfektierbare Sa'ugerzeillinie hierfOr 
verwendet werden. Signale, die eine starke Transkription bewirken konnen, sind z.B. die frOhen und spaten 
Promotoren von SV40, der Promoter and Enhancer des "major immediate-early" Gens des HCMV 
(humaner Cytomegalovirus), die LTRs ("long terminal repeats") von Retroviren, wie beispielsweise RSV, 
HIV und MMTV. Es konnen aber auch Signale von zeilularen Genen, wie z.B. die Promotoren des Aktin- 

55 und Collagenase-Gens, verwendet werden. 

Altemativ konnen aber auch stabile Zelllinien, die die spezifische DNA-Sequenz im Genom 
(Chromosom) integriert haben, erhalten werden. Hierzu wird die DNA-Sequenz zusammen mit einem 
selektierbaren Marker, z.B. Neomycin, Hygromycin, Dihydrofolat-Reduktase (dhfr) oder Hypoxanthin- 
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Guanin-Phosphoribosyltransf rase (hgpt) kotransfektiert. Die stabil ins Chromosom eingebaute DNA-Se- 
quenz kann auch noch stark vermehrt werden. Ein geeigneter Seiektionsmarker hierfUr ist beispielsw is 
die Dihydrofolat-Reduktase (dhfr). Saugerzellen (z.B. CHO-Zellen), welche kein intaktes dhfr-Gen entbalten, 
werden hierbei nach erfolgter Transfektion mit steigenden Mengen von Methotrexat inkubiert. Auf diese 
5 Weise konnen Zelllinien erhaiten werden, welche mehr als tausend Kopien der gewunschten DNA-Sequenz 
enthalten. 

Saugerzellen, welche fGr die Expression verwendet werden kSnnen, sind z.B. Zellen der menschlichen 
Zelllinien Hela [ATCC CCL2] und 293 [ATCC CRL 1573], sowie 3T3- [ATCC CCL 163] und L-Zellen t z.B. 
[ATCC CCL 149], (CHO)-Zellen [ATCC CCL 61], BHK [ATCC CCL 10]-Zellen sowie die CV 1 [ATCC CCL 

w 70]- und die COS-Zelliinien [ATCC CRL 1650, CRL 1651]. 

Geeignete Expressionsvektoren umfassen beispielsweise Vektoren wie pBC12MI [ATCC 67 109], 
pSV2dhfr [ATCC 37 146], pSVL [Pharmacia. Uppsala, Sweden], pRSVCat [ATCC 37 152] und pMSG 
[Pharmacia, Uppsala, Sweden]. Besonder bevorzugte Vektoren sind die in Beispiel 9 verwendeten Vektoren 
"pK19" und n pN123 n . Dfese konnen aus den mit ihnen transform ierten E. coli-Stammen HB101(pK19) und 

is HB101(pN123) nach bekannten Methoden isoliert werden [42]. Diese E. coli-Stamme wurden am 26. Januar 
1990 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM) in Braunschweig, 
BRD unter DSM 5761 fur HB101(pK19) und DMS 5764 fur HB101(pN123) hinterlegt. Zur Expression der 
Proteine. die aus einem ISslichen Fragment von nichtloslichen TNF-BP und einem Immunglobulinanteil, d.h. 
alien Domanen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Kette, bestehen, eignen sich 

20 besonders pSV2 abgeleitete Vektoren wie beispielsweise von German, C. in "DNA Cloning" [Vol. II., edt von 
Glover, D.M., IRL Press, Oxford, 1985] beschrieben. Besonders bevorzugte Vektoren sind die bei der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM) in Braunschweig, BRD hinter- 
legten und in der Europaischen Patentanmeldung Nr. 901 07393.2 genau beschriebenen Vektoren pCD4-Hu 
(DSM 5315), pCD4-H 7 l (DSM 5314) und pCD4-H T 3 (DSM 5523). Besagte Europaische Patentschrift wie die 

25 in Beispiel 11 angegebenen aquivalenten Anmeldungen enthaiten auch Angaben bezGglich der weiteren 
Verwendung dieser Vektoren zur Expression von chimaren Proteinen (siehe auch Beispiel 11) wie zur 
Konstruktion von Vektoren fur die Expression von solchen chimaren Proteinen mit anderen Immunglobulin- 
anteilen. 

Die Art und Weise wie die Zellen transfektiert werden hangt vom gewahiten Expressions- und 

30 Vektorsystem ab. Bne Uebersicht Gber diese Methoden findet man z.B. bei Pollard et al., "DNA Transfor- 
mation of Mammalian Cells" in "Methods in Molecular Biology" [Nucleic Acids Vol. 2, 1984, Walker, J.M., 
ed, Humana, Clifton, New Jersey]. Weitere Methoden findet man bei Chen und Okayama ["High-Efficiency 
Transformation of Mammalian Cells by Plasmid DNA", Molecular and Cell Biology 7 , 2745-2752, 1987] und 
bei Feigner [Feigner et al., "Lipofectin: A highly efficient, lipid-mediated DNA-transfection procedure", Proc. 

35 Nat. Acad. Sci. USA 84 , 7413-7417. 1987]. 

Zur Expression in Insektenzellen kann das Baculovirus-Expressions-System, welches schon fur die 
Expression einer Reihe von Proteinen erfolgreich eingesetzt worden ist (fQr eine Uebersicht siehe Luckow 
and Summers, Bio/Technology 6 , 47-55, 1988). verwendet werden. Rekombinante Proteine konnen 
authentisch Oder als Fusionsproteine hergestellt werden. Die so hergestellten Proteine konnen auch 

40 modifiziert, wie beispielsweise glykosyliert (Smith et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 82 , 8404-8408, 1987) 
sein. Fur die Herstellung eines rekombinanten Bacutovirus, der das gewUnschte" Protein exprimiert. 
verwendet man einen sogenannten "Transfervektor". Hierunter versteht man ein Plasmid, welches die 
heterologe DNA-Sequenz unter der Kontroile eines starken Promoters, z.B. dem des Polyhedringens, 
enthalt wobei diese auf beiden Seiten von viralen Sequenzen umgeben ist. Besonders bevorzugte Vektoren 

45 sind die in Beispiel 10 verwendeten Vektoren n pN113", "pN119" und "pN124". Diese konnen aus den mit 
ihnen transformierten E. coli-Stammen HB101(pN113). HB101(pN119) und HB101(pN124) nach bekannten 
Methoden isoliert werden [42]. Diese E. coli-Stamme wurden am 26. Januar 1990 bei der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM) in Braunschweig, BRD, unter DSM 5762 fGr 
HB101(pN113). DSM 5763 fur HB101(pN119) und DSM 5765 fQr HB101(pN124) hinterlegt. Der Transfervek- 

so tor wird dann zusammen mit DNA des Wildtyp-Baculovirus in die Insektenzellen transfektiert. Die in den 
Zellen durch homoioge Rekombi nation entstehenden rekombinanten Viren konnen dann nach bekannten 
Methoden identifiziert und isoliert werden. Eine Uebersicht Gber das Baculovirus-Expressionssystem und 
der dabei verwendeten Methoden findet man bei Luckow und Summers [52]. 

Exprimierte TNF-BP wi ihre nichtloslichen oder loslichen Fragmente konn n dann nach im Stand der 

55 Technik b kannt n Methoden der Proteinchemi , wi b ispi Isweis d n b reits auf Seiten 5-6 beschri be- 
nen Verfahrens aus d r Zellmass oder den KulturGberstSnden gereinigt werden. 

Die erfindungsgemMss erhaltenen TNF-BP konnen auch als Antigene zur Erzeugung von poly- und 
monoklonalen Antikorpern nach bekannten Methoden der Technik [44,45] oder gemass dem in Beispiel 3 
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beschriebenen Verfahren verwendet werden. Solche Antikorper, insbesonder monoklonale Antikorper 
gegen die 75 kD-TNF-BP-Spezies, sind ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Solche gegen 
die 75 kD TNF-BP gerichtete Antikorper konnen durch dem Fachmann gelaufige Modifikationen des in den 
Beispielen 4-6 im Detail beschriebenen Reinigungsverfahrens zur Isolierung von TNF-BP eingesetzt werden. 

5 Auf Grund der hohen Bindungsaffinitat erfindungsgemasser TNF-BP ftir TNF (IVWerte in den Gros- 
senordnungen von 10* -9 - 1" 10 M) konnen diese oder Fragmente davon als Diagnostika zum Nachweis von 
TNF in Serum oder anderen Korperflussigkeiten nach im Stand der Technik bekannten Methoden, 
beispieisweise in Festphasenbindungstests oder in Verbindung mit Anti-TNF-BP-Antikorpem in sogenannten 
"Sandwich "-Tests, eingesetzt werden. 

w Im Qbrigen kSnnen erfindungsgemasse TNF-BP einerseits zur Reinigung von TNF und andererseits 
zum Auffinden von TNF-Agonisten sowie TNF-Antagonisten nach im Stand der Technik bekannten Verfah- 
ren verwendet werden. 

Die erfindungsgemassen TNF-BP sowie deren physiologisch vertragliche Salze, die nach im Stand der 
Technik bekannten Methoden hergestellt werden konnen, konnen auch zur Herstellung von pharmazeuti- 

75 schen Praparaten, vor ailem solchen zur Behandlung von Krankheiten, bei deren Verlauf TNF involviert ist, 
verwendet werden. Dazu kann eine oder mehrere der genannten Verbindungen, falls wUnschenswert bzw. 
erforderiich in Verbindung mit anderen pharmazeutisch aktiven Substanzen, mrt den ublicherweise verwen- 
deten festen oder fIGssigen Tragermaterialien in bekannter Weise verarbeitet werden. Die Dosierung solcher 
Praparate kann unter BerUcksichtigung der ublichen Kriterien in Analogie zu bereits verwendeten Prapara- 

20 ten ahnlicher Aktivitat und Struktur erfolgen. 

Nachdem die Erfindung vorstehend allgemein beschrieben worden ist sollen die folgenden Beispiele 
Bnzelheiten der Erfindung veranschaulichen, ohne dass diese dadurch in irgendeiner Weise eingeschrankt 
wird. 

25 

Beispiel 1 



30 Nachweis von TNF-bindenden Proteinen 

Die TNF-BP wurden in einem Filtertest mit humanem radio-jodiertem 12S I-TNF nachgewiesen. TNF 
(46,47) wurde mit Na 125 I (IMS40, Amersham, Amersham, England) und lodo-Gen (#28600, Pierce 
Eurochemie, Oud-Beijerland, Niederlande) nach Fraker und Speck [48] radioaktiv makiert. Zum Nachweis 

35 der TNF-BP wurden isolierte Membranen der Zellen oder ihre solubilisierten, angereicherten und gereinig- 
ten Fraktionen auf angefeuchtete Nitrocellulose-Filter (0.45 u, BioRad, Richmond, California, USA) aufgetra- 
gen. Die Filter wurden dann in Pufferlosung mit 1 % entfettetem Milchpulver blockiert und anschliessend mit 
5*10 5 cpm/ml 125 l-TNFa (0.3-1.0M0 8 cpm/ug) in zwei Ansatzen mit und ohne Beigabe von 5ixg/mi nicht- 
markiertem TNFa inkubiert, gewaschen und luftgetrocknet. Die gebundene Radioaktivitat wurde autoradio- 

40 graphisch semiquantitativ nachgewiesen oder in einem 7-Counter gezahlt. Die spezifische 125 l-TNF-or 
Bindung wurde nach Korrektur fiir unspezifische Bindung in Anwesenheit von unmarkiertem TNF-a im 
Ueberschuss ermittelt. Die spezifische TNF-Bindung im Filtertest wurde bei verschiedenen TNF-Konzentra- 
tionen gemessen und nach Scatchard analysiert [33], wobei ein Ka-Wert von -lO^-IO-^M ermittelt wurde. 

45 

Beispiel 2 



so Zellextrakte von HL-60-Zellen 

HL60 Zellen [ATCC-Nr. CCL 240] wurden in experimentellem Labormasstab in einem RPMI 1640- 
Medium [GIBCO-Katalog Nr. 074-01800], das noch 2 g/l NaHC0 3 und 5% fotales KSIberserum enthielt in 
einer 5% CCVAtmosphare kultiviert und anschliessend zentrifugiert. 
55 Zum Erzielen hoher Zelldichten in technischem Masstab wurde folgendermassen verfahren. Die 
Zuchtung wurde in einem 75 I Airliftfermenter (Fa. Chemap. Schweiz) mit 58 I Arbeitsvolumen durchgefOhrt. 
Hierfur wurde das Kassettenmembransystem "PROSTAK 1 * (Millipore, Schweiz) mit einer Membranflache 
von 0,32 m 2 (1 Kassette) in den ausseren Zirkulationskreislauf integriert. Das Kulturmedium (siehe Tabelle 
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1) wurd mit einer Watson-Marlow Pumpen TYP 603U, mit 5 l/min. umgepumpt. Nach einer Dampfsterilisa- 
tion der Anlagen wobei das "PROSTAK" System im Autoklaven separat sterilisiert wurde, wurde die 
Fermentation mit wachsenden HL-60 Zellen aus einem 20 I Airliftfermenter (Chemap) gestartet. Die 
Zellzuchtung im Impfferm nter erfolgt im konventionellen Batchverfahren in dem Medium gemass Tabelle 

5 1 und einem Startzelltiter von 2x10 s Zellen/ml. Nach 4 Tagen wurde der HL60 Ansatz mit einem Titer von 
4,9x10 s Zel!en/ml in den 75 I Fermenter Gberfuhrt. Der pH-Wert wurde bei 7,1 und der pC>2 Wert bei 25% 
Sattigung gehalten, wobei der Sauerstoffeintrag durch eine mikroporose Fritte erfolgte. Nach anfanglicher 
Batchfermentation wurde am 2. Tag die Perfusion bei einem Zelltiter von 4x1 0 6 Zellen/ml mit 30 I 
Mediumsaustausch Pro Tag gestartet. Auf der Rltratseite der Mem bran wurde das konditionierte Medium 

w abgezogen und durch den Zulauf von frischem Medium ersetzt Das Zulauf medium wurde wie foigt 
verstarkt Primatone von 0,25% auf 0.35%, Glutamin von 5 mM auf 6 mM und Glucose von 4 g/l auf 6 g/l. 
Die Perfusionsrate wurde dann am 3. und 4. Tag auf 72 I Medium/Tag und am 5. Tag auf 100 I Medium/Tag 
erhoht. Nach 120 Stunden der kontinuierlichen Zuchtung wurde die Fermentation beendet Unter den 
gegebenen Fermentationsbedingungen erfolgte exponentieiles Zellwachstum bis 40x1 0 G Zellen/ml. Die 

15 Verdopplungszeit der Zellpopulation betrug bis 10x10 s Zellen/ml 20-22 Stunden und stieg dann mit 
zunehmender Zelldichte auf 30-36 Stunden an. Der Anteil der lebenden Zellen lag wahrend der gesamten 
Fermentationszeit bei 90-95%. Der HL-60 Ansatz wurde dann im Fermenter auf ca. 12° C heruntergekOM 
und die Zellen durch Zentrifugation (Beckman-Zentrifuge [Modell J-6B, Rotor JS], 3000 rpm, 10 min.. 4°C) 
geemtet. 

20 

Tabelle 1 



HL-60 Medium 

25 

Komponenten Konzentrationen 

mg/1 

CaCl 2 (wasserfrei) 112,644 

so Ca(HO ) #4H O 20 

CUS0 4 «5H 2 0 0.498»10" J 

Fe(N0 3 ) 3 #9H 2° °' 02 

35 FeS0 4 »7H 2 0 0.1668 

KC1 336.72 

KN0 3 0,0309 



40 



MgCl 2 (wasserfrei) 11.444 



45 



50 



55 
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MgSO^ (wasserf rei) 
NaCl 

Na 2 HP0 4 (wasserf rei) 

NaJf PO *H O 
2 4 2 

Na 2 Se0 3 *5H 2 0 

ZnSO «7H O 
4 2 

D-Glucose 

Glutathion (red.) 

Hepes-Puf f er 

Hypoxanthin 

LinolsSure 

Liponsaure 

Phenolrot 

Putrescin 2HC1 

Na-Pyruvat 

Thymidin 

Biotin 

D-Ca-Pantothenat 

Cholinchlorid 

Folsaure 

i-Inositol 

Niaciaamid 

Nicotiaamid 

para-Aminobenzoesciure 

Pyridoxal HC1 

Pyridoxin HC1 

Riboflavin 

Thiamin HC1 

Vitamin B^ 2 

L-Alanin 

L-Asparagins3ure 
L-Asparagin H 2 0 
L-Arginin 
L-Arginin HC1 
L-Aspartat 



68,37 
5801,8 
188,408 
75 

9.6»10~ 3 
0.1726 

4000 

0,2 
2383,2 

0,954 

0,0168 

0.042 
10,24 

0,0322 
88 

0,146 

0,04666 

2,546 

5,792 

2,86 
11.32 

2.6 

0.0074 
0,2 

2. 4124 
0,2 

0,2876 

2,668 

0.2782 

11,78 
10 

14,362 
40 

92. 6 
33,32 
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L-Cystin 2HC1 


62,04 


L-Cystein HC1*H 2 0 


7,024 


L-Glutaminsaure 


36,94 


L-Glutamin 


730 


L-Glycin 


21.5 


L-Histidin 


3 


L-Histidin HCl»H.O 

2 


27,392 


L-Hydroxypyrolin 


4 


L-Isoleucia 


73,788 


L-Leucin 


75,62 


L-Lysin HC1 


102,9 


L-Methioain 


21,896 


L- Ptienylalanin 


43,592 


L-Prolin 


26,9 


L-Serin 


31,3 


L-Threonin 


53 


L-Tryptophan 


11,008 


L-Tyrosin»2Na 


69,76 


L-Valin 


62,74 



Penicillin/Streptomycin ioo U/ml 

Insulin (human) 5 jig/ml 

Tranferrin (human) 15 iig/ml 

Rinderserumalbumin 67 ug/ml 
Primatone RL (Sheffield Products, 

Norwich NY, USA) 0,25% 
Pluronlc F68 

(Serva, Heidelberg, BRD) 0,01% 

Fotales Kaiberserum 0,3-3% 



Das Zentrifugat wurde mrt isotonem Phosphatpuffer (PBS; 0,2 g/1 KCI, 0,2 g/l KH2PO4, 8.0 g/l Naci, 2,16 
g/l NaaHPO* • 7H2O), der mit 5% Dimethylformamid, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin, 10 uM 
Leupeptin, 1 uM Pepstatin, 1 mM o-Phenanthrolin t 5 mM Jodacetamid, 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid 
versetzt war (im folgenden als PBS-M bezeichnet), gewaschen. Die gewaschenen Zellen wurden bei einer 
Dichte von 2,5* 10 s Zellen/ml in PBS-M mit Triton X-100 (Endkonzentration 1,0%) extrahiert. Der Zellextrakt 
wurde durch Zentrifugatton geklart (15'000 x g, 1 Stunde; 100'000 x g, 1 Stunde). 



Beispiel 3 
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H rst Hung von monoklonalen (TNF-BP)-Antikorpem 

En gemass Beispiel 2 erhaltener Z ntrifugationsUberstand aus Kuitivierung von HL60-Z lien im 
experimentellen Labormasstab wurde im Verhaltnis 1:10 mit PBS verdunnt. Der verdUnnt Ueberstand 

5 wurde bei 4°C auf eine Saule aufgetragen (Russrate: 0.2 ml/min.), die 2 ml Affigel 10 enthielt (Bio Rad 
Katalog Nr. 153-6099), an das 20 mg rekombinantes humanes TNF-a [Pennica, D. et al. (1984) Nature 312 , 
724; Shirai, T. et al. (1985) Nature 313 . 803; Wang, A.M. et al. (1985) Science 228 , 149] gemass den 
Empfehlungen des Herstellers gekoppelt worden war. Die Saule wurde bei 4*C und einer Durchflussrate 
von 1 ml/min zuerst mit 20 ml PBS. das 0.1% Triton X 114 enthielt und danach mit 20 ml PBS gewaschen. 

10 So angereichertes TNF-BP wurde bei 22* C und einer Flussrate von 2 ml/min mit 4 ml 100 mM Glycin. pH 
2.8. 0.1% Decylmaltosid eluiert Das Eluat wurde in einer Centricon 30 Einheit [Amicon] auf 10 ul 
konzentriert. 

10 ul dieses Eluates wurden mit 20 ul volistandigem Freundschen Adjuvans zu einer Emulsion 
gemischt. Je 10 ul der Emulsion wurden gemSss dem von Holmdahl. R. et al. [(1985). J. Immunol. Methods 
15 83 379] beschriebenen Verfahren an den Tagen 0, 7 und 12 in eine hintere Fusspfote einer narkotisierten 
Balb/c-Maus injiziert 

Am Tag 14 wurde die immunisierte Maus getotet, der popliteale Lymphknoten herausgenommen, 
zerkleinert und in Iscove's Medium (IMEM. GIBCO Katalog Nr. 074-2200). das 2 g/l NaHC0 3 enthielt. durch 
wiederholtes Pipettieren suspendiert. GemSss einem modifizierten Verfahren von De StGroth und Schei- 

20 degger [J. Immunol. Methods (1980). 35 , 1] wurden 5x1 0 7 Zellen des Lymphknotens mit 5x1 0 7 PAI Maus- 
Myeiomazellen (J.W. Stocker et al., Research Disclosure. 217. Mai 1982, 155-157). die sich in logarithmi- 
schem Wachstum befanden. fusioniert. Die Zellen wurden gemischt. durch Zentrifugation gesammelt und 
durch leichtes SchUtteln in 2 ml 50% (v/v) Polyethylenglycol in IMEM bei Raumtemperatur resuspendiert 
und durch langsame Zugabe von 10 ml IMEM wahrend 10 Minuten vorsichtigen Schuttelns verdunnt. Die 

25 Zellen wurden durch Zentrifugation gesammelt und in 200 ml volistandigem Medium [IMEM + 20% fotales 
Kaiberserum. Giutamin (2.0 mM), 2-Mercaptoethanol (100 uM), 100 u,M Hypoxanthine, 0.4 jllM Aminopteri- 
ne und 16 uM Thymidine (HAT)] resuspendiert Die Suspension wurde auf 10 Gewebekulturschalen, die 
jeweils 96 Vertiefungen enthielten. verteilt und ohne Wechsel des Mediums bei 37 °C in einer Atmosphare 
von 5% C0 2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 98% 11 Tage lang inkubiert 

30 Die Antikorper zeichnen sich aus durch ihre inhibierende Wirkung auf die TNF-Bindung an HL60-Zellen 
Oder durch ihre Bindung an Antigen im Filtertest gemass Beispiel 1. Zum Nachweis der biologischen 
Aktivitat von anti(TNF-BP)-Antikorpem wurde folgendermassen verfahren: 5x10 s HL60 oder U937-Zellen 
wurden in volistandigem RPMI 1640 Medium zusammen mit affinitatsgereinigten monoklonalen anti-(TNF- 
BP)-Antik6rpern oder KontroHantikorpern (d.h. solchen. die nicht gegen TNF-BP gerichtet sind) in einem 

35 Konzentrationsbereich von 1 ng/ml bis 10 ug/ml inkubiert. Nach einer Stunde Inkubation bei 37 °C wurden 
die Zellen durch Zentrifugation gesammelt und mit 4.5 ml PBS bei 0*C gewaschen. Sie wurden in 1 ml 
volistandigem RPMI 1640 Medium (Beispiel 2). das zusatzlich 0.1% Natriumazid und ,25 l-TNFa (10 6 
cpm/ml) mit oder ohne Beigabe von unmarkiertem TNFat (s.o.) enthielt, resuspendiert. Die spezifische 
Radioaktivitat des 125 l-TNFa betrug 700 Ci/mmol. Die Zellen wurden 2 Stunden bei 4°C inkubiert. 

40 gesammelt und 4 ma! mit 4.5 ml PBS. das 1% BSA und 0,001% Triton X 100 (Fluka) enthielt. bei 0^C 
gewaschen. Die an die Zellen gebundene Radioaktivitat wurde in eirfem -y-Scintillations-ziihler gemessen. In 
einem vergleichbaren Experiment wurde die zellgebundene Radioaktivitat von Zellen, die nicht mit anti- 
(TNF-BP)-Antik6rpem behandelt worden waren. bestimmt (ungefahr 10 000 cpm/5x10 e Zellen). 

45 

Beispiel 4 



50 Affinitatschromatographie 

FOr die weitere Reinigung wurden jeweils ein gemass Beispiel 3 erhaltener monoklonaler anti-(55 kD 
TNF-BP)-Antik6rper (2,8 mg/ml Gel). TNFa (3,0 mg/ml Gel) und Rinderserumaibumin (BSA. 8,5 mg/ml Gel) 
gemass d n Vorschriften des Herstellers kovalent an CNBr-aktivierte Sepharose 4B (Pharmacia, Uppsala, 
as Schweden) gekoppelt Der gemSss Beispiel 2 erhaltene Zellextrakt wurd Uber die so hergestellten und in 
der folgenden Reihenfolge hinter inandergeschalteten Saulen geleitet BSA-Sepharose-Vorsaul . Immunaffi- 
nitatssaule [Anti-(55 kD-TNF-BP>-Antik6rper], TNFa-Ligand-Affinitatssaule. Nach volistandigem Auftrag wur- 
den die beiden letztgenannten SSulen abgetrennt und einz In fQr sich rpit je 100 ml der folgenden 
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Pufferlosungen gewaschen: (1) PBS. 1.0% Triton X-100, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin; (2) PBS, 
0,1% Triton X-100, 0.5M NaCI. 10 mM ATP, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin; und (3) PBS, 0,1% 
Triton X-100, 10 mM Benzamidin. 100 E/ml Aprotinin. Sowohl die Immun- als auch di TNFa-Ugand- 
Affin'rtatssaul wurden dann mil 100 mM Glycin pH 2.5, 100 mM NaCI. 0,2% Decylmaltoside, 10 mM 

5 Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin jede fur sich eluiert. Die im Ritertest gemass Beispiel 1 aktiven Fraktionen 
jeder Saule wurden danach jeweils vereint und mit 1M Tris pH 8,0 neutralisiert. 

Die so vereirrten TNF-BP-aktiven. Fraktionen der Immun-Affinitatschromatographie einerseits und der 
TNFa-Ligand-Affinrtatschromatographie andererseits wurden zur weiteren Reinigung nochmals auf je eine 
kleine TNFa-Ligand-Affinitatssaule aufgetragen. Danach wurden diese beiden Saulen mit je 40 ml von (1) 

w PBS, 1.0% Triton X-100, 10 mM Benzamidin, 100 Bml Aprotinin. (2) PBS. 0,1% Triton X-100. 0.5M NaCI, 
10 mM ATP. 10mm Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin, (3) PBS, 0,1% Triton X-100, (4) 50 mM Tris PH 7.5, 
150 mM NaCI, 1,0% NP-40. 1.0% Desoxycholat. 0,1% SDS, (5) PBS, 0,2% Decylmaltosid gewaschen. 
Anschliessend wurden die Saulen mit 100 mM Glycin pH 2.5, 100 mM NaCI, 0,2% Decylmaltosid eluiert. 
Fraktionen von 0,5 ml von jeder Saule wurden fGr sich gesammelt und die gemass Ritertest (Beispiel 1) 

15 aktiven Fraktionen von jeder Saule jeweils fur sich vereint und in einer Centricon-Einheit (Amicon, 
Molekulargewichts-Ausschluss 10 000) aufkonzentriert. 



Beispiel 5 

20 



Auftrennung rnittels HPLC 

25 Die gemass Beispiel 4 erhaitenen aktiven Fraktionen wurden gemass ihrer unterschiedlichen Herkunft 
(Immun- bzw. Ligand-Affinitatschromatographie) jeweils fOr sich auf C1/C8 Umkehrphasen-HPLC-Saulen 
(ProRPC. Pharmacia, 5x20 mm), die mit 0,1% Trifluoressigsaure, 0.1% Octylglucosid equilibriert worden 
waren, aufgetragen. Die Saulen wurden dann mit einem linearen Acetonitril-Gradienten (0-80%) im gleichen 
Puffer bei einem Russ von 0.5 ml/min eluiert. Fraktionen von 1,0 ml wurden von jeder Saule gesammelt 

30 und die aktiven Fraktionen von jeder Saule fOr sich vereint (Nachweis gemass Beispiel 1). 



Beispiel 6 

35 

Auftrennung rnittels SDS-PAGE 

Die gemass Beispiel 5 erhaitenen und gemMss Ritertest (Beispiel 1) aktiven Fraktionen wurden durch 
40 SDS-PAGE gemass [34] weiter aufgetrennt Dazu wurden die Proben in SDS-Probenpffer wahrend 3 
Minuten auf 95 *C erhitzt und anschliessend auf einem 12% Acrylamid-Trenngel mit einem 5%igen 
Sammelgel elektrophoretisch aufgetrennt. Als Referenz zur Bestimmung der scheinbaren Molekulargewichte 
auf dem SDS-PAGE Gel wurden die folgenden Eichproteine verwendet: Phosphorylase B (97,4 kD), BSA 
(66.2 kD), Ovalbumin (42.7 kD), Carboanhydrase (31,0 kD), Soya Trypsin-lnhibitor (21,5 kD) und Lysozym 
45 (14,4 kD). 

Unter den genannten Bedingungen wurden fdr Proben, die gem§ss Beispiel 4 durch TNF-a-Ligandenaf- 
finitatschromatographie von Immunaffinitatschromatographieeluaten erhalten und durch HPLC gemass Bei- 
spiel 5 weiter aufgetrennt worden waren, zwei Banden von 55 kD und 51 kD sowie drei schw&chere Banden 
von 38 kD, 36 kD und 34 kD erhalten. Diese Banden wurden in einem Mini Trans Blot System (BioRad, 

so Richmond, California. USA) elektrophoretisch wahrend 1 Stunde bei 100 V in 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 
20% Methanol auf eine PVDF-Membran (Immobilon, Millipore, Bedford, Mass. USA) transferiert. Danach 
wurde die PVDF-Membran entweder mit 0,15% Serva-Blau (Serva, Heidelberg, BRD) in 
Methanol/Wasser/Eisessig (50/40/10 Volumenteile) auf Protein gefarbt Oder mit entfettetem Milchpulver 
blockiert und anschli ssend zum Nachw is von Banden mit TNF-BP-Aktivitat mit 125 l-TNFa g mass den in 

55 Beispiel 1 beschriebenen Rltertestbedingungen inkubiert Dabei zeigte sich, dass aJle in der Proteinfarbung 
zur Darsteliung gelangten Banden sp zrfisch TNFa banden. Alle diese Banden banden im W stern Blot 
nach Towbin et al. [38] auch den gemass Beispiel 3 hergestellten monoklonalen Anti-55kD-TNF-BP- 
Antikorper. Dabei wurde ein gemass dem in B ispiel 1 beschrieb n n Verfahren mit Na 12S I radioaktiv 
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markierter, affinitatsgereinigter (Mausimmunglobulin-Sepharose-4B-Affinitatssaule) Kaninchen-anti-Maus- 
Immunoglobulin-Antikorper zum autoradiographisch n Nachweis dieses Antikorpers eingesetzt. 

Proben, die gemass Beispi I 4 durch zweimalige TNF-a-Ligand naffinitatschromatographie des Durch- 
iaufs der Immunaffinitatschromatographi erhaiten und durch HPLC gemass Beispiel 5 welter aufgetrenrtt 

5 worden waren, zeigten unter den oben spezifizierten SDS-PAGE- und Blottransfer-Bedingungen zwei 
zusatziiche Banden von 75 kD und 65 kD t die beide im Filtertest (Beispiel 1) spezifisch TNF banden. Im 
Western Blot gemass Towbin et al. (s.o.) reagierten die Proteine dieser beiden Banden nicht mit dem 
gemass Beispiel 3 hergestellten anti-(55 kD TNF-BP)-Antik5rper. Sie reagierten allerdings mit einem 
monoklonalen Antikorper, der ausgehend von der 75 kD-Bande (anti-75 kD TNF-BP- Antikorper) gemass 

io Beispiel 3 erzeugt worden war. 



Beispiel 7 

15 

Aminosauresequenzanalyse 



Zur Aminosauresequenzanalyse wurden die gemSss Beispiel 5 erhaltenen und gemass Filtertest 

20 (Beispiel 1) aktiven Fraktionen mittels der in Beispiel 6 beschriebenen, nun jedoch reduzierenden. SDS- 
PAGE Bedingungen (SDS-Probenpuffer mit 125 mM Dithiothreitol) aufgetrennt. Es wurden die gleichen 
Banden wie gemass Beispiel 6 gefunden, die allerdings auf Grund der reduzierenden Bedingungen der 
SDS-PAGE im Vergleich zu Beispiel 6 alle urn etwa 1-2 kD hohere Molekulargewichte zeigten. Diese 
Banden wurden dann gemass Beispiel 6 auf PVDF-Membranen Obertragen und mit 0,15% 35 Serva-Blau in 

25 Methanol/Wasser/Eisessig (50/40/10 Voiumenteile) wShrend 1 Minute gefarbt, mit Methanol/Wasser/Eisessig 
(45/48/7 Voiumenteile) entfarbt, mit Wasser gespiitt, luftgetrocknet und danach ausgeschnitten. Bei samtli- 
chen Schritten wurden zur Vermeidung von IM-terminaler Blockierung die von Hunkapiller [34] angegebenen 
Bedingungen eingehalten. Zunachst wurden die gereinigten TNF-BP unverandert zur Aminosauresequen- 
zierung eingesetzt Urn zusatziiche Sequenzinformation zu erhaiten, wurden die TNF-BP nach Reduktion 

30 und S-Carboxymethylierung [Jones, B.N. (1986) in "Methods of Protein Microcharacterisation , \ J.E. Shively. 
ed. t Humana Press, Clifton NJ, 124-125] mit Bromcyan (Tarr, G.E. in "Methods of Protein Microcharacteri- 
sation". 165-166, op.cit). Trypsin und/oder Proteinase K gespalten und die Peptide mittels HPLC nach 
bekannten Methoden der Proteinchemie aufgetrennt So vorbereitete Proben wurden dann in einem 
automatisierten Gasphasen-Mikrosequenzier-Gerat (Applied Biosystems Modell 470A, ABI. Foster City. 

35 Calif., USA) mit einem on-line nachgeschalteten automatisierten HPLC PTH-Aminosaureanalysator (Applied 
Biosystems Model! 120, ABI s.o.) sequenziert, wobei die folgenden Aminosauresequenzen bestimmt 
wurden: 

1 ., FOr die 55 kD-Bande (gemass nichtreduzierender SDS-PAGE): 
Leu-Val-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-L^ 
40 Asn-Ser-lle, 
und 

Ser-Thr-Pro-Glu-Lys-Glu-Gly-Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys 
wobei X fUr einen Aminosaurerest steht, der nicht bestimmt werden konnte. 
2., FUr die 51 kD und die 38 kD-Banden (gemass nichtreduzierender SDS-PAGE): 
45 Leu-Val-Pro-His-Leu-Gly-AsP-Arg-Glu 

3., Fur die 65 kD-Bande (gemass nichtreduzierender SDS-PAGE): Bei der N-terminalen Sequenzierung 
der 65 kD Bande wurden bis zum 15. Rest ohne Unterbrechung zwei parallele Sequenzen ermittelt. Da 
eine der beiden Sequenzen einer Teilsequenz des Ubiqurtins [36,37] entsprach, wurde fur die 65 kD- 
Bande die folgende Sequenz abgeleitet 
so Leu-Pro-Ala-Gln-Val-Ala-Phe-X-Pro-Tyr-AIa-Pro-Glu-Pro-Gly-Ser-Thr-Cys. 
wobei X fGr einen Aminosaurerest steht, der nicht bestimmt werden konnte. 
Weitere Peptidsequenzen fur 75(65)kDa-TNF-BP wurden bestimmt: 
lle-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Val-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu 
und 

55 Ser-Gln-Leu-Glu-Thr-Pro-Glu-Thr-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr-Glu-Glu-Lys-Pro-Leu 
und 

Val-Phe-Cys-Thr 
und 
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Asn-Gln-Pro-Gln-Ala-Pro-Gly-Val-Glu-Ala-Ser-Gly-Ala-Gly-Glu-Ala 
und 

Leu-Cys-AIa-Pro 
und 

5 Val-Pro-His-Leu-Pro-Ala-Asp 
und 

G!y-Ser-GIn-GIy-Pro-Glu-Gln-Gln-X-X-Leu-lle-X-Ala-Pro 

wobei X fUr einen Aminosaurerest stent, der nicht bestimmt werden konnte. 

10 

Beispiei 8 



is Bestimmung von Basen-Sequenzen von komplementarer DNA (cDNA) 



Ausgehend von der Aminosauresequenz gemass Forme! IA wurden unter Berucksichtigung des 
genetischen Codes zu den Aminosaureresten 2-7 und 17-23 entsprechende, vollstandig degenerierte 
Oligonucleotide in geeigneter Komplementaritat synthetisiert ("sense" and "antisense" Oligonucleotide). 

20 Totale zellulare RNA wurde aus HL60-Zellen isoliert [42, 43], und der erste cDNA-Strang durch Oligo-dT- 
Priming Oder durch Priming mit dem "antisense" Oligonucleotid mittels eines cDNA-Synthese-Kits (RPN 
1256, Amersham, Amersham, England) gemass der Anleitung des Herstellers synthetisiert. Dieser cDNA- 
Strang und die beiden synthetisierten degenerierten "sense" und "anti-sense" Oligonucleotide wurden in 
einer Polymerase-Kettenreaktion {PGR, Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT, USA gemass Anleitung des 

25 Herstellers) dazu verwendet, die fur die Aminosaure-Reste 8-16 (Formel IA) codierende Basesequenz als 
cDNA-Fragment zu synthetisieren. Die Basensequenz dieses cDNA-Fragmentes lautet 5- 
AGGGAG AAGAGAG ATAGTGTGTGTCCC-3' . Dieses cDNA-Fragment wurde als Probe verwendet, urn nach 
bekannten Verfahren einen fGr das 55 kD TNF-BP codierenden cDNA-Klon in einer Xgt1 1 -cDNA-Genbank 
von menschlicher Placenta zu identifizieren (42,43). Dieser Klon wurde dann nach ilblichen Methoden aus 

30 dem X-Vektor geschnitten und in die Plasmide pUC18 (Pharmacia, Uppsala, Sweden) und pUC19 
(Pharmacia, Uppsala, Sweden) und in die M13mp18/M13mp19 Bacteriophagen (Pharmacia, Uppsala. 
Sweden) kloniert (42,43). Die Nukleotidsequenz dieses cDNA-Klons wurde mit einem Sequenase-Kit (U.S. 
Biochemical, Cleveland, Ohio, USA) nach den Angaben des Herstellers bestimmt. Die Nukleotidsequenz 
und die daraus abgeleitete Aminosauresequenz fur das 55 kD TNF-BP und dessen Signalpeptid 

35 (Aminosaure "-28" bis Aminosaure "0") ist in Figur 1 mittels der im Stand der Technik Qblichen 
Abkurzungen fur Basen wie Aminosauren dargestelit. Aus Sequenzvergleichen mit anderen, bereits bekann- 
ten Rezeptorproteinsequenzen lassen sich ungefahr 180 Aminosauren enthaltende N-termina!e wie 220 
Aminosaure enthaltende C-terminale Domanen, die von einer nach den Sequenzvergleichen typischen 
Transmembran-Region von 19 Aminosauren (in Rgur 1 unterstrichen) getrennt werden, bestimmen. Hypo- 

40 thetische Glykosyiierungsstellen sind in Figur 1 durch Sterne Uber der entsprechenden Aminosaure 
gekennzeichnet 

Im Wesentlichen analoge Techniken wurden dazu eingesetzt, 75/65 kD TNF-BP codierende Partielle 
cDNA-Sequenzen zu identifizieren, wobei ailerdings in diesem Fall genomische humane DNA und von 
Peptid HA abgeleiteten vollstandig degenerierte 14-mere und 15-mere "sense" und "antisense" Oligonu- 

45 cleotide verwendet wurden, urn eine prima re, 26 bp cDNA-Probe in einer Polymerase-Kettenreaktion 
herzusteilen. Diese cDNA-Probe wurde dann dazu verwendete in einer HL-60 cDNA-Bibliothek cDNA-Klone 
von verschiedener Lange zu identifizieren. Diese cDNA-Bibliothek wurde mittels isolierter HL60 RNA und 
einem cDNA-Klonierungskit (Amersham) nach den Angaben des Herstellers hergestellt. Die Sequenz eines 
solchen cDNA-Klons 1st in Figur 4 dargestelit, wobei nochmalige Sequenzierung zu folgender Korrektur 

so fuhrte. An Stelle des Serins in Position 3 muss ein Threonin das von "ACC" nicht von "TCC n kodiert wird, 
stehen. 



Beispiei 9 

55 



Expression in COS 1-Z Hen 
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Fur die Expr ssion in COS-Zei!en warden Vektoren ausgehend von d m Plasmid rt pN1 1 " konstruiert. 
Das Plasmid "PN11" enthalt den effizienten Promotor und Enhancer des "major immediate-early" Gens 
des menschlichen Cytomegalovirus ( n HCMV B ; Boshart et al., Cell 41^ . 521-530, 1985). Hinter dem Promotor 
befindet sich eine kurze DNA-Sequenz, w Iche mehrere Restriktionsschnittsteiien enthalt. die nur einmal im 
5 Plasmid vorkommen {"Polylinker"), u.a. die Schnlttstellen fUr Hindlll, Ball, BaMHI und Pvull (siehe Se- 
quenz). 

PVUlI 

5 1 -AAGCTTGGCCAGGATCCAGCTGACTGACTGATCGCGAGATC-3 « 

w 

3 1 -TTCGAACCGGTCCTAGGTCGACTGACTGACTAGCGCTCTAG-5 ' 



Hinter diesen Schnittstelien befinden sich drei Translations-Stopcodons in alien drei Leserastem. Hinter der 
T5 Polylinkersequenz befindet sich das 2. Intron und das Polyadenylierungssignal des Praproinsulingens der 
Ratte (Lomedico et al., Cell 18 . 545-558, 1979). Das Plasmid enthalt ferner den Replikationsursprung des 
SV40 Virus sowie ein Fragment aus pBR322. das E. coli-Bakterien Ampicillin-Resistenz verleiht und die 
Replikation des Plasmids in E. coli ermoglicht. 

Zur Konstruktion des Expressionsvektors M pN123" wurde dieses Plasmid "pNH" mit der Restriktions- 
20 endonuklease Pvull geschnitten und anschliessend mit alkalischer Phosphatase behandelt. Der dephospho- 
rylierte Vektor wurde danach aus einem Agarosegel isoliert (V1). Die 5'-GberhSngenden Nukleotide des 
EcoRI-geschnittenen 1,3kb-Fragments der 55 kD TNF-BP-cDNA (siehe Beispiel 8) wurden mit Hilfe von 
Klenow-Enzym aufgefullt. Anschliessend wurde dieses Fragment aus einem Agarosegel isoliert (F1). 
Danach wurden V1 und F1 mittels T4~Ligase miteinander verbunden. E. coli HB101-Zellen wurden dann mit 
25 diesem Ligierungsansatz nach bekannten Methoden [42] transformiert Mit Hilfe von Restriktionsanaiysen 
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden [42] wurden Transformanten identifiziert, die mit einem 
Plasmid transformiert worden waren, welches das 1,3kb EcoRI-Fragment der 55 kD TNF-BP-cDNA in der 
fur die Expression Uber den HCMV-Promotor korrekten Orientierung enthielt. Dieser Vektor erhielt die 
Bezeichnung "pN123 w . 

^ Zur Konstruktion des Vektors "pK19" wurde folgendermassen verfahren. Bn DNA-Fragment, welches 
nur die fUr den extrazellularen Teil des 55 kD TNF-BP codierende cDNA enthalt (Aminosauren -28 bis 182 
gemass Rgur 1) wurde mittels PCR-Technologie erhalten (Saiki et al.. Science 230 , 1350-1354. 1985, 
siehe auch Beispiel 8). Die folgenden Oligonukleotide wurden, urn die fUr den extrazellularen Teil des 55 kD 
TNF-BP codierende cDNA aus n pN123 rt zu amplifizieren, verwendet: 

35 

BAMHI 

5 ■ -CACAGGGATCCATAGCTGTCTGGCATGGGCCTCTCCAC-3 1 



40 ASP718 

3 ' - CGTGACTCCTG AGTCCGTGGTGTATTATCTCTAG ACC ATGGCCC - 5 1 

Durch diese Oligonukleotide wurden ebenfalls zwei Stopkodons der Translation hinter Aminosaure 182 
45 eingefuhrt. Das so amplifizierte DNA-Fragment wurde mit BamHI und Asp718 geschnittene die hierbei 
entstandenen uberstehenden Enden mit Hilfe des Klenow-Enzyms aufgefullt und dieses Fragment an- 
schliessend aus einem Agarosegel isoliert (F2). F2 wurde dann mit V1 iigiert und der gesamte Ansatz zur 
Transformation von E. coli HB101, wie bereits beschriebene verwendet. Transformanten, die mit einem 
Plasmid transformiert worden waren, welches das DNA-Fragment in der fUr die Expression uber den 
50 HCMV-Promotor korrekten Orientierung enthielten, wurden mittels DNA-Sequenzierung (s.o.) identifiziert. 
Das daraus isolierte Plasmid erhielt die Bezeichnung n pK19". 

Transfektion der COS-Zellen mit den Plasmiden n pM23 n oder "pK19" wurde nach der von Feigner et 
al. veroffentlichten Lipofections-M thode (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 , 7413-7417, 1987) durchgefuhrt. 72 
Stunden nach erfolgter Transfektion wurden die mit "pN123 n transfizierten Zelien nach bekannten Metho- 
55 den mit 12S l-TNFa auf Bindung analysiert. Das Resultat der Scatchard-Analyse [Scatchard, G., Ann. N.Y. 
Acad. Sci. 51 , 660, 1949] der so erhaitenen Bindungsdaten (Rgur 2A) ist in Rgur 2B dargesteilt. Die 
Kulturuberstlnde der mit "pK19" transfizierten Zelien wurden in einem w Sandwich"-Test untersucht. Dazu 
wurden PVOMicrotiterplatt n (Dynatech. Arlington. VA, USA) mit 100 jxl/Loch eines Kaninchen-anti-Maus 
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Immunglobulins (10 ug'ml PBS) sensibilisiert. Anschliessend wurde die Platte gewaschen und mit einem 
anti-55 kD TNF-BP-Antik6rper t der gemass Beispiel 3 durch seine Antigenbindung nachg wiesen und 
isoliert wurde. der aber die TNF-Bindung an Zellen nicht inhibiert, inkubiert (3 Stunden, 20° C). Die Platte 
wurde dann wieder gewaschen und Ober Nacht bei 4° C mit 100 ul/Loch der KulturuberstMnde (1:4 verdiinnt 

5 mit 1% entfetteter Milchpulver enthaltendem Puffer A: 50 mM Tris/HCI pH 7.4, 140 mM NaCI, 5 mM EDTA, 
0,02% Na-Azid) inkubiert Die Platte wurde entleert und mit 125 I-TNFa enthaltendem Puffer A (10 s cpm/ml, 
100 ul/Loch) mit oder ohne Zusatz von 2 ug/ml unmarkiertem TNF wahrend 2 Stunden bei 4°C inkubiert 
Danach wurde die Platte 4 mal mit PBS gewaschen, die einzelnen Locher wurden ausgeschnitten und in 
einem -y-Zahler gemessen. Die Resultate von 5 parailelen Transfektionen (Saulen # 2, 3 t 4, 6 und 7), von 

w zwei Kontroll-Transfektionen mit dem pN11-Vektor (Saulen #1.5) und von einer Kontrolle mit HL60-Zell- 
Lysat (Saule # S) sind in Rgur 3 dargestellt 



Beispiel 10 

75 



Expression in Insektenzellen 

20 Rjr die Expression in einem Baculovirus-Expressionssystem wurde von dem Plasmid n pVL941" 
(Luckow und Summers, 1989, "High Level Expression of Nonfused Foreign Genes with Autographa 
California Nuclear Polyhedrosis virus Expression Vectors 1 *, Virology 170 , 31-39) ausgegangen und dieses 
folgendermassen modifiziert. Es wurde die einzige EcoRl-Restriktionsschnittsteile in "pVL941" entfernt. 
indem das Plasmid mit EcoRI geschnitten und die uberstehenden 5-Enden mit Klenow-Enzym aufgefOllt 

25 wurden. Das hieraus erhaltene Plasmid pVL941/E- wurde mit BamHI und Asp718 verdaut und der 
Vektorrumpf anschliessend aus einem Agarosegel isoliert. Dieses Fragment wurde mit einem synthetischen 
Oligonukleotid der folgenden Sequenz ligiert 

BamHI EcoRI Asp7L8 

30 

5 1 - GATCCAGAATTCATAATAG - 3 ' 

3 1 - GTCTTAAGTATTATCCATG - 5' 

35 E. coii HB101 wurde mit dem Ligierungsansatz transformiert und Transformanten, die ein Plasmid 
enthielten, in welches das Oligonukleotid korrekt eingebaut worden war, wurden durch Restriktionsanalyse 
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden (s.o.) identifiziert; dieses Plasmid wurde n PNR704" 
genannt Zur Konstruktion des Transfervektors n pN113 n wurde dieses Plasmid w pNR704 tt mit EcoRI 
geschnitten, mit alkalischer Phosphatase behandelt und der so erzeugte Vektorrumpf (V2) anschliessend 

40 aus einem Agarosegel isoliert. Das wie oben mit EcoRI geschnittene 1 ,3 kb-Fragment der 55 kD TNF-BP- 
cDNA wurde mit Fragment V2 ligiert. Mit diesem Ligierungsansatz erhaltene Transformanten, die ein 
Plasmid enthielten, welches das cDNA-lnsert in der korrekten Orientierung fOr die Expression Ober den 
Polyhedrinpromotor enthielten, wurden identifiziert (s.o.). Der daraus isolierte Vektor erhielt die Bezeichnung 
n PN113 M . 

45 Zur Konstruktion des Transfervektors "pN119" wurde folgendermassen vorgegangen. Das 1,3 kb 
EcoRI/EcoRI-Fragment der 55 kD TNF-BP cDNA in dem n pUC19 w -Plasmid (siehe Beispiel 8) wurde mit 
Banl verdaut und mit dem folgenden synthetischen Oligonukleotid ligiert 

Bani Asp718 
50 5' - GCACCACATAATAGAGATCTGGTACCGGGAA - 3 1 

3 1 - GTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC - 5 1 

g5 Mit d m obigen Adaptor werden zwei Stopcodons der Translation hint r Aminosaure 182 und in 
Schnittstelle fur di Restriktionsendonuklease Asp718 eingebaut. Nach erfolgter Ligation wurde der Ansatz 
mit EcoRI und Asp718 verdaut und das partielle 55 kD TNF-BP-Fragment (F3) isoliert. Weiterhin wurde das 
benfalls mit Asp718 und EcoRI geschnittene Plasmid n pNR704 n mit F3 ligi rt und der Ligierungsansatz in 
B coli HB101 transformiert Die Identifikation der Transformant n, welche ein Plasmid enthielten. in das di 
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partielle 55 kD TNF-BP cDNA korrekt fdr di Expres sion integriert worden war, erfolgte wie bereits 
beschrieben. Das aus diesen Transformanten isolierte Plasmid erhielt den Nam n "pN119". 

Zur Konstruktion des Transfervektors "pN124 n wurde folg ndermassen vorgegangen. Das in Beispiei 9 
beschriebene, fQr den extrazellulaVen Teil des 55 kD TNF-BP codierend cDNA-Fragrnent wurde mit d n 

5 angegebenen Oligonukleotiden mit Hilfe der PCR-Technologie, wie in Beispiei 9 beschriebene amplifiziert. 
Dieses Fragment wurde mit BamHI und Asp718 geschnitten und aus einem Agarosegel isoliert (F4). Das 
Plasmid w pNR704" wurde ebenfalls mit BamHI und Asp718 geschnitten und der Vektorrumpf (V4) wurde 
isoliert (s.o.). Die Fragmente V4 und F4 wurden ligiert, E. coli HB101 damit transformiert und der 
rekombinante Transfervektor "pN124" wurde, wie beschrieben, identifiziert und isoliert. 

io Zur Transfektion der Insektenzellen wurde folgendermassen vorgegangen. 3 ug des Transfervektors 
n pN113 n wurden mit 1 ug DNA des Autographs califomica-Nuklear-polyhedrosisvirus (AcMNPV) (EP 
127839) in Sf9-Zellen (ATCC CRL 1711) transfektiert. Polyhedrin negative Wen wurden identifiziert und aus 
"Plaques" gereinigt [52]. Mit diesen rekombinanten Viren wurden wiederum Sf9 Zellen wie in [52] 
beschriebene infiziert Nach 3 Tagen in Kultur wurden die infizierten Zellen auf Bindung von TNF mittels 

rs 125 l-TNFa untersucht. Dazu wurden die transfektierten Zellen mit einer Pasteurpipette von der Zellkultur- 
schale abgewaschen und bei einer Zelldichte von 5x1 0 6 Zellen/ml Kulturmedium [52], das 10 ng/ml 125 l- 
TNF-a enthielt, sowohl in Anwesenheit wie Abwesenheit von 5 ug/ml nichtmarkiertem TNF-a resuspendiert 
und 2 Stunden auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen mit reinem Kulturmedium gewaschen und die 
zellgebundene Radioaktivitat in einem -y-Zahler gezahit (siehe Tabelle 2). 

20 

Tabelle 2 



Zellen 


Zellgebundene 
Radioaktivitat pro 10 6 
Zellen 


nichtinfizierte Zellen (Kontrolle) 


60 cpm 


infizierte Zellen 


1600 ± 330 cpm 1J 



30 l) Mittelwert und Standardabweichung aus 4 Experimenten 



Beispiei 1 1 

Analog zu dem in Beispiei 9 beschriebenen Verfahren wurde das fQr den extrazellularen Bereich des 55 
kDa TNF-BP codierende cDNA-Fragrnent, nun jedoch mit den folgenden Oligonukleotiden als Primer, in 
einer Polymerasen-Kettenreaktion amplifiziert: 

Oligonukleotid 1: 
Sst I 

5 1 -TAC GAG CTC GGC CAT AGC TGT CTG GCA TG-3 1 

OligonulcLeotid 2: 
• Sst I 

5 1 -ATA GAG CTC TGT GGT GCC TGA GTC CTC AG- 3' 

Dies s cDNA-Fragrnent wurde in den pCD4-H-y3-Vektor [DSM 5523; Europaische Patentanm Idung Nr. 
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90107393.2; Japanische Patentanmeldung Nr. 108967/90; US Patent Application Ser.No. 510773/90] ligiert, 
aus dem die CD4-cDNA uber die Sst l-Restriktions-Schnittstellen herausgenommen worden war. Sstl- 
Schnittstellen befinden sich in dem Vektor pCD4-H73 sowohl vor wie in dem CD4~Teil$equenzstUck wi 
dahinter. Das Konstrukt wurde mittels Protoplastenfusion nach Oi t al. (Procd. Natl. Acad. Sci. USA 80 , 

5 825-829. 1983) in J558-Mye!omzellen (ATCC Nr. TIB6) transfiziert. Transfektanten wurden durch Zugabe 
von 5 ug/m! Mycophenolsaure und 250 ug/ml Xanthin (Traunecker et al., Eur. J. Immunol. 16 , 851-854 
[1986]) in das Grundmedium (Dulbecco's modifiziertes Eagle's Medium, 10% fotales Kaiberserum, 5 x 
lO^M 2-Mercaptoethanol) selektioniert Das von den transfizierten Zellen sekretierte Expressionsprodukt 
konnte mittels ublicher Methoden der Proteinchemie, z.B. TNF-BP-Antikorper-Affinitatschromatographie, 

70 gereinigt werden. Falls nicht bereits spezifisch angegeben, wurden zur Kultivierung der verwendeten 
Zelllinien, zum Klonieren, Selektionieren bzw. zur Expansion der klonierten Zellen Standardverfahren, wie 
z.B. von Freshney, RJ. in "Culture of Animal Cells", Alan R. Liss, Inc., New York (1983) beschrieben, 
verwendet. 

J5 
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AnsprUche 

40 

1. Nichtlosliche Proteine und losliche oder nichtlosliche Fragmente davon, die TNF binden, in homogener 
Form, sowie deren physiologisch vertragliche Salze. 

2. Verbindungen gemass Anspruch 1 , die durch Molekulargewichte gemass SDS-PAGE unter nichtreduzie- 
renden Bedingungen von etwa 55 kD und 75 kD charakterisiert sind. 

45 3. Verbindungen gemass einem der Anspruche 1 und 2, die wenigstens eine der folgenden Aminosaurese- 
quenzen enthalten: 

Leu-Val-PrchHis-Leu-G!y-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp^ 
Ser-lle; 

Ser-Thr-pro-Glu-Lys-Glu-Gly-Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys; 
50 Leu-Pro-Ala-Gln-Val-Ala-Phe-X-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro-Gly-Ser-Thr-Cys; 
lle-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Val-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu; 
Ser-Gln-Leu-Glu-Thr-Pro-Glu-Thr-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr-Glu-Glu-Lys-Pro-Leu; 
Val-Phe-Cys-Thr; 

Asn-Gln-Pro-Gln-Ala-Pro-Gly-Val-Glu-Ala-S r-Gly-Ala-G!y-Glu-Ala; 
55 Leu-Cys-Ala-Pro; 

Val-Pro-His-Leu-Pro-Ala-Asp; 
Gly-Ser-Gln-Gly-Pro-Glu-Gln-Gln-X-X-Leu-lle-X-Ala-Pro 
wobei X fOr einen nicht bestimmten Aminosaurerest stent 
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4. DNA-Sequenzen, die fUr nichtlosliche Proteine Oder losliche wie nichtlosliche Fragm nte davon, die TNF 
bind n, kodi ren, wobei solche DNA-S quenz n aus den folgenden auswahibar sind: 

(a) DNA-Sequenzen, wie sie in Figur 1 oder Figur 4 dargestellt sind, wie deren komplementaVen Strange, 
oder solche, di diese Sequenzen umfassen; 
5 (b) DNA-Sequenzen, die mit wie unter (a) definierten Sequenzen oder Fragmenten davon hybridisieren; 
(c) DNA-Sequenzen, die auf Grund der Entartung des genetischen Codes nicht mit Sequenzen, wie unter 
(a) und (b) definierte hybridisieren, aber die fur Polypeptide mit genau gleicher Aminosauresequenz 
kodieren. 

5. DNA-Sequenzen gemass Anspruch 4, die eine Kombination aus zwei Teil-DNA-Sequenzen umfassen, 
w wobei die eine Teilsequenz fOr losliche Fragmente von nichtlbslichen Proteinen, die TNF binden kodiert 

und die andere Teil-Sequenz, fUr alle Domanen ausser der ersten Domane der konstanten Region der 
schweren Kette von humanen Immunglobulinen. wie IgG, IgA, IgM bzw. IgE, kodiert. 

6. DNA-Sequenzen gemass Anspruch 5, wobei besagte humane Immunglobuline IgM bzw. solche der 
Klasse IgG sind. 

75 7. DNA-Sequenzen gemass Anspruch 6, wobei besagte humane Immunglobuline solche vom Typ Igl bzw. 
Ig3 sind. 

8. Von DNA-Sequenzen gemass einem der AnsprOche 4-7 kodierte rekombinante Proteine, wie allelische 
Varianten, oder Deletions-, Substitutions- oder Additionsanafoge davon. 

9. Vektoren, die DNA-Sequenzen gemass einem der Anspruche 4-7 enthalten und zur Expression der von 
20 diesen DNA-Sequenzen kodierten Proteinen in prokaryotischen- wie eukaryotischen Wirtssystemen geeig- 

net sind. 

10. Prokaryotische- wie eukaryotische Wirtssystemen die mit einem Vektor gemass Anspruch 9 transfor- 
miert worden sind. 

11. Wirtssysteme gemass Anspruch 10, wobei diese SSuger- oder Insektenzellen sind. 

25 12. Gegen eine Verbindung gemass einem der AnsprUche 1-3 oder 8 gerichtete Antikorper. 

13. Ein Verfahren zur isolierung einer Verbindung gemass einem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeich- 
net, dass man im wesentlichen die folgenden Reinigungsschritte nacheinander ausfOhrt Herstellung eines 
Zellextraktes, Immunaffinitatschromatographie und/oder ein- oder mehrfache Ugandenaffinitatschromatogra- 
phie, HPLC und praparative SDS-PAGE und falls gewiinschte die so isolierten Verbindungen chemisch oder 

30 enzymatisch spaltet und/oder in geeignete Salze uberfuhrt. 

14. Ein Verfahren zur Herstellung einer Verbindung gemass Anspruch 8, das dadurch gekennzeichnet ist, 
dass man ein wie in Anspruch 10 Oder 11 beanspruchtes transformiertes Wirtssystem in einem geeigneten 
Medium kultiviert und aus dem Wirtssystem selbst oder dem Medium solche Verbindungen isoliert. 

15. Pharmazeutische Praparate. dadurch gekennzeichnet dass sie eine oder mehrere Verbindung(en) 
35 gemass einem der AnsprUche 1-3 oder 8, gewtinschtenfalis in Kombination mit weiteren pharmazeutisch 

wirksamen Subtanzen und/oder nicht-toxischen, inerten. therapeutisch vertraglichen Tragermaterialien ent- 
halten. 

16. Pharmazeutische Praparate zur Behandlung von Krankheiten, bei denen TNF involviert ist, wobei solche 
Praparate dadurch gekennzeichnet sind, dass sie eine oder mehrere Verbindung(en) gemass einem der 

40 Anspruche 1-3 oder 8, gewUnschtenfalls in Kombination mit weiteren Pharmazeutisch wirksamen Subtanzen 
und/oder nicht-toxischen, inerten, therapeutisch vertraglichen Tragermaterialien enthalten. 

17. Verwendung einer Verbindung gemass einem der Anspruche 1-3 oder 8 zur Behandlung von Krankhei- 
ten. 

18. Verwendung einer Verbindung gemass einem der AnsprUche 1-3 oder 8 zur Behandlung von Krankhei- 
45 ten, bei denen TNF involviert ist. 

19. Eine wie in einem der Anspruche 1-3 oder 8 beanspruchte Verbindung wann immer sie nach einem wie 
in Anspruch 13 oder 14 beanspruchten Verfahren hergestellt worden ist. 
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Figur 1 



-185 GAATTCGGGGGGGTTCAAGATCACTGGGACCAGGCCGTGATCT 
-125 CCCTO\ACTGTCACCCCAAGGC^CTTGGGACGTCCrGGACAGACCGAGTCCCGGGAAGCC 
-65 CCAGCACTGCCGCTGCC^J^TGCCCTGAGCCCAAATGGGGGAGTGAGAGGCCATAGCTG 
~28 ...... 

-3 0 MetGlyteuSerThrValPraAspLeuI^^ 
-5 TCTGGCATGGGCCTCTCCAGCGTGCCTGA^ 

• * . "^1 ■ • a 

-10 LeuValGlylleTyrProSerGlyVallleGlyLeuValProHisLeuGlyAspArgGlu 
55 TTGGTGGGAATATACCCCTC&GGGGTTAT 

*** 

10 LysArgAspSerValCysProGlnGlyLysTyrlleHisProGlnAsnAsnSerlleCys 
115 AAGAGAGM'AGTGTGTGTCCCCAAGGAAAATATATCCACCCTCAAAATJUVTTCGATTTGC 

30 (^sThrLysCysHisLysGlyThrTyrLeuTyrAsnAspCysProGlyProGlyGlnAsp 

175 TGTAGCAAGTGCCACAAAGGAACCTACTTGTACA&TGA 

50 ThrAspCysArgGluCysGlviSerGlySexPheThrAlaSerGluAsnHisLetiArgHis 

235 ACGGACTGCAGGGAGTGTGAGAGCGGCTCCTTCACCGCTTCA^ 

• ••••• 

70 CysI^uSerCysSerLysCysArgLysGlu^tGlyGlnValGluIleSerSerCysThr 
295 TGCCTCAGCTGCTCCAAATGCC^^ 

90 ValAspArgAspThrValCysGlyCysArgLysAsnGlnTyrArgHisTy 
355 CTGGACCGGGACACCGTGTCTG^^ 

*** **★ 

• ♦ • • • 

110 AsnLeuPheGlnCysPheAsnCysSerLeuCysLeuAsnGlyThrValHisLeuSerCys 
415 AACCTTTTCCAGTGCTTCAATTGCAGCCTCTGCCTCAATGGGACCGTG 

130 GlnGluLysGlnAsnThrValCysThrCy^sAlaGlyPhePheLeuArgGluAsnGlu 

475 OVGGflGAAACAGAAaiCCGTCT 

150 CysValSerCysSerAsnCysLysLysSerLeuGluCysThrLysLeuCysLeuProGln 

535 TGTGTCTCCTGTAGTAACTGTAAGAAAAG(XTGGAGTGCi^GAAGTrGTGCCTACCCC^ 

170 IleGluAsnValLvsGlvThrGliiAfinSprfiTyThrThT Val T.*»nT.«>iiPrnT.PiiVa1 "Mo 
595 ATTGAGAATGTTAAGGGCfcCrGAGGACTCA^ 

• • . • . • 

655 TTCTTTGGTCTTTGCCTTTTATCCCTC 

• •«... 
210 TrpLysSerLysLeuTyrSerlleValCysGlyLysSerThrProGluLysGluGlyGlu 
715 TGGAAGTCCAAGCTCTACTCCATTGTITGI' G GGAAATCGACACCTGAAAAAGAGGGGGAG 

*** . . 
230 LeuGluGlyThrThrThrLysProI«uAla5roAsnProSerPheSerProThrProGly 
775 CTTGAAGGAACTACTACTAAGCCCCTGGCCCCAAACCCAAGCTTCAGTCCCACT 

• • • • • . 

250 PheThrProThrLeuGlyPheSerPr^^ 
8 35 TTCACCCCCACCCTGGGCTTCAGTCCCGT 

*•.»•• 
270 TyrThrProGlyAspCysProAsnPheAlaAlaProArgArgGluValAlaProProTyr 
895 TATACCCCCGGTGACTGTCCCAACTTTGCGGCTCCCCGCAGAGAGGTGGCACCACCC 

290 GlnGlyAlaAspP ro I leLeuAlaThrAlaLeuAl aSerAspP r o I lePr oAsnP roLeu 
955 CAGGGGGCTGACCCCATCCTTGCGACAGCCCTCGCCTCCGA^ 
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Figur 1 (Forts.) 



• ••••• 

310 GlnLysTrpGluAspSerAlaHisLysProGlnSerLeuAspThrAspAspProAlaThr 

1015 O^GAAGTGGGAGGACAGCGCCCACAAGCCACAGAGCC^^ 

• ••••• 

330 I^uTyrAlaValValGluAsnValProProLeiiArgTrpLysGlxiPheValArgArgLeu 

1075 CTGTACGCCGTGGTGGAGAACGTGCCCCCGTTGCGCTGGAAGGAATTCGTGCGGCGCCTA 

• ••••• 

350 GlyLeuSerAspHisGluIleAspArgLeuGluLeuGlnAsnGlyArgCysLeuArgGlu 

1135 GGGCTGAGCGACCACGAGATCGATCGGCTGGAGCTGCAGAACGGGCGCTGCCTGCGCGAG 

• ••••• 

370 MaGlnTyrSerMetLeiiAlaThrTrpArgArgArgThrProArgArgGliJAlaThrLeu 

1195 GCGOATACfcGCATGCTGGCGAC^ 

390 GluLexaLeuGlyArgValLeuArgAspMetAspLeuLeuGlyCy sLeuGluAspIleGlu 

1255 GAGCTGCTGGGACGCGTGCTCCGCGACATGGAC^ 

410 GluAlaLeuCysGlyProAlaAlaLeuProProAlaProSerLeuLeuArg 

1315 GAGGCGCTTTGCGGCCCCGCCGCCCTCCCGCCCGCGCCC^STCTTCTCAGATGAGGCTGC 

1375 GCCCCTGCGGGCAGCTCTAAGGACCGTCCTGCGAGATCGCCTTCC^COCCACTTTTTTC 

1435 TGGAAAGGAGGGGTCCTGCAGGGGCAAGa\GGAGCTAGCAGCCGCCTACTTGGTGCTAAC 

1495 CCCTC^TGTACATAGCTTTTCTCAGCTGCCTGCGCGCCGCCGACAGTCAGCGCTGTGCG 

1555 CGCGGAGAGAGGTGCGCCGTGGGCTCAAGAGCCTGAGTGGGTGGTTTGCGAGGATGAGGG 

1615 ACGCTATGCCTCATGCCCGTTTTQSGTGTCCTCACCAGC AAGGC T GCTCGG GGGCCCCTG 

1675 GTTCGTCCCTGAGCCTTTTTCACAGTGCATAAGCAGTTTTTTTTGTTTTTGTTTTCT 

1735 GTTTTGTTTTTAAATCAATCATGTTACACTAATAGAAACTTGGCACrCCTGTGCCC^ 

1795 CTTGGACAAGCACATAGCAAGCTGAACTGTCCTAAGGCAGGGGCGAGCACGGA 

1855 GGCCTTCSGCrGGAGCTGTGGACTTTTGTACATACACTAAAATTCTGAAGTTAAAAAAAA 

1915 AACCCGAATTC 
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Figur 2A 
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Fiqur 5 
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EiSHE i 



SepftapSwUa I Cy aflapSepCyaG I uflspSer ThrTyrThrG I nLeuTppflanTppUa I 
TCGGRCTCCGTGTGTGRCTCCTGTGR66RCRGCRCRTRCRCCCRGCTCTGGRRCTGGGTT 

• • « « • t 

ProG f uCyaLeuSerCysG I ySerflpgCy aSer SepflapG InUalG luThrG I nfl I aCys 
CCCGflGTGCTTGflGCTGTGGCTCCCGCTGTflGCTCTGfiCCflGGTGGfiRRCTCflfleCCTGC 

ThrflpgG I uG I nflanftpg 1 1 eCyaThrCy aflrgProG I yTrpTyrCyafl I aLeuSerLya 
RCTCGGGflflCflGflflCCGCflTCTGCflCCTGCflGGCCCGGCTGGTflCTGCGCGCTGflGCHflG 

• • . » . * • 

G I nG I uG I yCyaflpgLeuCyafl I aPpoLeuPpoLyaCyaflpgPpoG I yPheG lyUalRIa 
CRGGRGGGGTGCCGGCTGTGCGCGCCGCTGCCGRRGTGCCGCCCGGGCTTCGGCGTGGCC 

• • ■ • t i 

RrgPpoG I y ThpG I uThpSepflapUa I Ua I Cy aLyaPpoCyafl I aPpoG I y ThpPheSep 
RGflCCRGGRflCTGRflRCflTCflGRCGTGGTGTGCflRGCCCTGTGCCCCGGGGRCGTTCTCC 

• • • f • • 

RanThpThpSepSepThpflap 1 1 eCyaflpgPpoH iaGlnl I eCyaflanUa lUalflla! le 
flRCRCGflCTTCflTCCflCGGflTRTTTGCflGGCCCCflCCRGflTCTGTRRCGTGGTGGCCflTC 

•••••• 

PpoG I yflsnfl I aSerflrgflapfl I aUa I CyaThrSerThrSerProThrflrgSernetfl I a 
CCTGGGflflTGCHRGCRGGGflTGCflGTCTGCflCGTCCflCGTCCCCCHCCCGGRGTRTGGCC 

PpoG lyRlaUaiHi aLeuPpoG I nPpoUa I SepThpflpgSepG I nH i aThpG I nPpoSep 
CCflGGGGCflGTflCRCTTRCCCCRGCCflGTGTCCflCflCGflTCCCflflCflCRCGCflGCCflflGT 

• • • • • • 

PpoG I uPpoSepThpR I aPpoSepThpSepPheLeuLeuPpoHetG I yPpoSepPpoPpo 
CCRGflRCCCflGCflCTGCTCCflflGCRCCTCCTTCCTGCTCCCflflTGGGCCCCRGCCCCCCfl 

•••••• 

RlaGluGI ySepThpG I yflapPhefl I aleuProUa I G I yLeu 1 1 eUa I G I yUa I Thrfl I a 
GCTGRRGGGRGCflCTGGCGRCTTCGCTCTTCCRGTTGGflCTGflTTGTGGGTGTGflCflGCC 

LeuG I yLeuLeu 1 1 e 1 1 eG I yUa I Ua I flanCysUa 1 1 1 eflet ThrG I nUa I LysLyaLya 
TTGGGTCTRCTRRTRRTRGGRGTGGTGRRCTGTGTCRTCRTGRCCCRGGTGRRRRRGRRG 

PpoLeuCyaLeuG i nflrgG I uR i aLyaUa I ProH I aLeuProfl I aAapLyaR I aRpgG I y 
CCCTTGTGCCTGCRGflGflGRRGCCflflGGTGCCTCflCTTGCCTGCCGRTRflGGCCCGGGGT 

• i . • • 

ThpG I nG I yPpoG luGlnGlnHi aLeuLeu 1 1 eThpfl I aPpoSepSepSepSepSepSep 
RCflCflGGGCCCCGflGCflGCflGCflCCTGCTGRTCflCflGCGCCGflGCTCCRGCRGCflGCTCC 

• • ■ # 

LeuG I uSepSepfl I aSerfl I aLeuRapflpgflpgft I aPpoThpflpgflanG I nPpoG I nfl I a 
CTGGRGRGCTCGGCCRGTGCGTTGGRCRGRR6GGCGCCCRCTCGGRRCCRGCCRCRGGCR 
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Ftgtir 4 (Eortsetzung) 



28 1 ProG I yUa IGlufll aSerG i yfi I aG t yG I ufl I aflrgfl I aSer ThrG t ySerSerfl I afbp 

811 CCBGGCGTGGflGGCCBGTGGGGCCGGGGflGGCCCGGGCCBGCflCCGGGflGCTCfiGCflGflT 

• • i • • • 
301 SerSerProG iyGI yHtsGl y ThrG i nUa I flsnUa I ThrCya i I eUa I RsnUa I Cy aSer 
901 TCTTCCCCTGGTGGCCflTGGGRCCCflGGTCflfiTGTCflCCTGCflTCGTGflflCGTCTGTRGC 

• ■ ■ t • • 

321 SerSer AspH i sSerSerG I nCysSenSerG I nfl I aSerSerThpHet G I yfispThrflap 

961 fiGCTCTGflCCflCRGCTCflCflGTGCTCCTCCCflflGCCflGCTCCflCRflTGGGflGRCflCRGflT 

341 SerSerProSerG 1 uSerProLyaflspG I uG I nUa I ProPheSerLysG I uG I uCy sfl I a 

1021 TCCRGCCCCTCGGRGTCCCCGflflGGHCGRGCfiGGTCCCCTTCTCCflflGGnGGflflTGTGCC 

• • * • • • 
36 1 PheflrgSerG InLeuGI uThrProG I uThrLeuLeuG I ySerThrG I uG I uLyaProLeu 

1081 TTTCGGTCflCRGCTGGflGRCGCCflGflGflCCCTGCTGGGGRGCflCCGHRGflGflflGCCCCTG 

• • • § » • 

381 ProLeuG I yUa I ProflspR I aG i yMet LysProSer 

1 Ml CCCCTTGGflGTGCCTGflTGCTGGGflTGRfiGCCCflGTTflflCCflGGCCGGTGTGGGCTGTGT 

1 20 1 CGTBGCCRRGGTGGCTGRGCCCTGGCRGGRTGHCCCTGCGflflGGGGCCCTGGTCCTTCCfl 

1 26 1 GGCCCCCRCCflCTRGGRCTCTGRGGCTCTTTCTGGGCCflflGTTCCTCTRGTGCCCTCCflC 

1 321 RGCCGCflGCCTCCCTCTGRCCTGCflGGCCflflGflGCRGRGGCflGCGflGTTGTGGflRRGCCT 

1381 CTGCTGCCRTGGCGTGTCCCTCTCGGRRGGCTGGCTGGGCflTGGflCGTTCGGGGCflTGCT 

1 44 1 GGGGCflflGTCCCTGRGTCTCTGTGRCCTGCCCCGCCCflGCTGCRCCTGCCflGCCTGGCTT 

1 50 1 CTGGRGCCCTTGGGTTTTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCTCCCCCTGGGC 

1 56 1 TCTGCCCRGCTCTGGCTTCCRGflRflflCCCCflGCflTCCTTTTCTGCflGRGGGGCTTTCTGG 

1621 flGRGGflGGGflTGCTGCCTGRGTCflCCCflTGRflGflCflGGRCflGTGCTTCflGCCTGRGGCTG 

1681 RGRCTGCGGGRTGGTCCTGGGGCTCTGTGCRGGGRGGRGGTGGCRGCCCTGTRGGGRRCG 

1741 GGGTCCTTCflflGTTRGCTCRGGRGGCTTGGflflflGCRTCflCCTCRGGCCflGGTGCflGTGGC 

1801 TCflCGCCTRTGRTCCCRGCflCTTTGGGRGGCTGRGGCGGGTGGRTCflCCTGflGGTTRGGfl 

1861 GTTCGRGRCCflGCCTGGCCHfiCflTGGTflRflflCCCCflTCTCTRCTRRflRRTflCflGfiRflTTR 

1921 GCCGGGCGTGGTGGCGGGCflCCTRTRGTCCCRGCTRCTCflGRflGCCTGRGGCTGGGRflflT 

1 98 1 CGTTTGRRCCCGGGRRGCGGflGGTTGCflGGGRGCCGflGRTCflCGCCflCTGCflCTCCHGCC 

2041 TGGGCGnCRGRGCGRGRGTCTGTCTCRRRRGRRRRRRRRRRflGCRCCGCCTCCRRRTGCT 

2101 flflCTTGTCCTTTTGTRCCRTGGTGTGflflflGTCflGRTGCCCflGRGGGCCCflGGCflGGCCRC 

2161 CflTRTTCRGTGCTGTGGCCTGGGCRRGflTRflCGCRCTTCTflflCTRGflflflTCTGCCRflTTT 

2221 TTTRflflflflRGTRRGTRCCflCTCRGGCCflflCRRGCCflflCGflCflflRGCCflflflCTCTGCCflGC 

2281 CRCflTCCflflCCCCCCflCCTGCCRTTTGCflCCCTCCGCCTTCRCTCCGGTGTGCCTGCflG 
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